Characterization of unique population of human pre-naïve B cells with regulatory functions by 심지현
 
 
저 시-비 리- 경 지 2.0 한민  
는 아래  조건  르는 경 에 한하여 게 
l  저 물  복제, 포, 전송, 전시, 공연  송할 수 습니다.  
다 과 같  조건  라야 합니다: 
l 하는,  저 물  나 포  경 ,  저 물에 적 된 허락조건
 명확하게 나타내어야 합니다.  
l 저 터  허가를 면 러한 조건들  적 되지 않습니다.  
저 에 른  리는  내 에 하여 향  지 않습니다. 




저 시. 하는 원저 를 시하여야 합니다. 
비 리. 하는  저 물  리 목적  할 수 없습니다. 






사람 pre-naïve B 세포의 조절 
세포로서의 역할에 대한 연구 
 
Characterization of unique 
population of human pre-naïve B 
cells with regulatory functions 
 








A thesis of the Master’s degree 
 
Characterization of unique 
population of human pre-naïve B 
cells with regulatory functions 
 
 
사람 pre-naïve B 세포의 조절 





The Department of Anatomy,  
Seoul National University 




사람 pre-naïve B 세포의 조절 
세포로서의 역할에 대한 연구 
 
지도교수  김 항 래 
 
이 논문을 의학석사 학위논문으로 제출함 
2012 년 10 월  
 
서울대학교 대학원 
의학과 해부학 전공 
심지현 
 
심지현의 의학석사 학위논문을 인준함  
2012 년 12 월  
 
위 원 장             (인) 
부위원장    (인) 
위    원    (인) 
 
 
Characterization of unique 
population of human pre-naïve B 
cells with regulatory functions 
by  
Ji Hyun Sim 
 
A thesis submitted to the Department of Medicine in 
partial fulfillment of the requirements for the Degree of 
Master of Science in Medicine (Anatomy) at Seoul 






Approved by Thesis Committee: 
 
Professor                    Chairman 
Professor                    Vice chairman 





서론: 사람의 말초혈액 내에 순환 하고 있는 pre-naïve B 세포는 
transitional B 세포와 naïve B 세포의 중간단계의 특징을 보이는 것으
로 밝혀져 있다.  그러나 pre-naïve B 세포의 기능에 대해서 자세히 
알려진 바가 없다. 다만, 생쥐에서 사람 pre-naïve B 세포와 발달단계
가 유사한 T2-marginal zone precursor(MZP) B 세포가 interleukin(IL) -10
을 생성하는 조절세포로서(regulatory B cells, Bregs) 면역억제기능을 
하는 것으로 알려져 있다. 따라서 본 연구에서는 사람 pre-naïve B 
세포가 IL-10을 생성함으로 T 세포 증식과 cytokine 생성을 억제하는 
조절세포로의 기능이 있는지 알아보고자 하였다.  
방법: 사람의 말초혈액에서 pre-naïve B 세포를 분리하고, 
CD154(CD40L) 발현 세포를 이용한 CD40의 자극 조건에서 IL-10 생
성능을 flow cytometry와 효소면역분석법으로 분석하였다. 또한 pre-
naïve B 세포를 CD40의 자극 조건에서 CD4+ T 세포를 같이 배양하
여 T 세포의 증식과 cytokine 생성에 미치는 영향을 flow cytometry와 
효소면역분석법으로 분석하였다. 
결과: 건강한 사람으로부터 분리한 pre-naïve B 세포가 CD40 자극 하
에 naïve B 세포, memory B 세포에 비해서 IL-10을 의미 있게 많이 
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생성함을 확인하였다. 또한 pre-naïve B 세포가 CD4+ T 세포의 증식
과 cytokine 생성을 억제하였다. 반면, 자가 면역질환인 전신성홍반
성루푸스(루푸스, SLE) 환자의 pre-naïve B 세포는 CD40 자극을 주어
도 정상인의 pre-naïve B 세포만큼의 IL-10를 생성하지 못 하였다.   
결론: 따라서 pre-naïve B 세포는 사람 말초혈액에 존재하는 독특한 
B 세포군로서 정상인의 면역반응을 조절하는 세포로의 역할을 보이
며, 면역학적 항상성과 자가 항원에 대한 관용 유지에 매우 중요한 
역할을 할 것으로 기대된다.  
 
---------------------------------------------------------------------------------------------- 
주요어: Pre-naïve B 세포, 조절 B 세포, Interleukin-10 (IL-10), 전신홍반
성루푸스 
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서   론 
 
사람의 B 세포 발달 단계를 보면, 모든 세포로 분화가 
가능한 조혈모세포(hematopoietic stem cell, HSC)가 골수에서 pro-B 
세포로 분화 한 후, pre-B 세포로 분화하여 immunoglobulin(Ig)의 
다양한 유전자 재조합을 시작한다. 그 후, immature B 세포로 분화해 
비로서 특정 항체를 인식할 수 있는 IgM 수용체를 세포 표면에 
발현 한다. Immature B 세포는 골수에서 자가항원을 인지하는 세포인 
경우 음성선택을 통해 세포자살을 유도함으로서 사멸되거나, 수용체 
편집(receptor editing, heavy chain 혹은 light chain) 단계를 거쳐서 
말초혈액으로 이동한다. 그 후 transitional B 세포로의 분화 단계를 
거쳐, mature naïve B 세포가 되고 2차 면역 기관인 림프절 또는 
비장으로 이동하여 항원 침입 시 활성화가 된 T 세포에 의해 plasma 
세포로 분화한다. 이로서 plasma 세포는 특정 항원에 대한 항체를 
만듦으서 획득면역 반응에 참여하게 되고, 일부 세포는 기억 B 
세포(memory B)로 남아 같은 항원의 침입에 보다 빠르고, 강하게 
반응하게 된다(1-3).  
일반적으로 B 세포는 일련의 발달 과정을 통해 최종적으로 
항체를 생성하고 CD4+ T 세포 활성을 돕기 때문에 긍정적인 면역 
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참여자로 생각 되어 왔다(4). 하지만 자가면역질환 환자의  경우 B 
세포가 자가항원에 대한 자가항체를 만드는 것이 발병에 중요한 
기전으로 밝혀지면서 자가항원에 대한 항체를 생성하는 B 세포 
혹은 전체 B 세포를 제거하고자 하는 많은 연구가 있고, 실제로 
류마티스 관절염(rheumatoid arthritis, RA) 환자에서 B 세포를 없애는 
CD20에 대한 rituximab이 임상적으로 사용되고 있다(5).  
한편으로 1990년대에 자가면역질환과 염증유발 동물 모델인 
contact hypersensitivity(CHS), experimental autoimmune 
encephalomyelitis(EAE), chronic colitis, 그리고 collagen-induced 
arthritis(CIA)에서 또 다른 B 세포의 역할이 밝혀졌다. 즉, 이러한 
질환모델에서 B 세포를 없애거나 줄일 경우 병의 증상이 더 
심각해지는 것이 밝혀지면서 면역반응을 조절하는 조절 B 
세포(regulatory B cells, Bregs)의 존재가 대두되고, 이에 대한 많은 
연구결과 negative regulator로서의 B 세포의 실체가 밝혀졌다(6-13). 
현재까지 생쥐에서 밝혀진 조절 B 세포로는 비장에 존재하는 CD5+ 




























(transitional 2-margimal zone 
precursor, T2-MZP) B 세포들이 알려져 있다(14-20) 생쥐의 조절 B 
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(B10) B 세포와(21), CD19+CD24hiCD38hi B 세포로(22) 
알려졌다.  
조절 B 세포의 기능적인 특성은 다음과 같다. 생쥐의 
태아시기에 생성되는 B-1 B 세포는 간에서 발달이 시작되며 
최종적으로 복강과 비장에 위치하여 일반적인 후천성 면역반응이 
있기 전, 자연항체(natural antibody)를 생산하는 것으로 알려져 
있다(23). B-1 B 세포는 CD5의 발현에 따라 CD5+ B-1a B 세포, CD5- 
B-1b B 세포로 구분을 하며(23, 24), 비장에 있는 CD5+ B-1a B 세포는 
B-2 B 세포에서 유래된 조절 B 세포와 같이 항 염증성 cytokine인 
interleukin-10(IL-10)을 생성함으로서 FasL/Fas-의존적인 기전으로 
CD4
+
 T 세포를 억제하는 것으로 알려져 있다(25, 26). 또한 비장에 
존재하는 CD19hiCD1dhiCD5+ B 세포는 시험관내에서 phorbol 12-
myristate 13-acetate (PMA)/ionomycin으로 자극을 주었을 경우 IL-10을 
많이 발현해서 B10 세포라 명명이 되었으며, CD19의 발현이 없는 
생쥐 모델에 B10 세포를 넣어준 경우 과도하게 증가된 면역세포의 







(MZ) B 세포가 생쥐의 대장염 모델에서 IL-10을 

















(T2-MZP) B 세포 역시 
collagen-induced arthritis 생쥐 모델에서 관절염을 완화시킨다고 
보고되었다(20).  
따라서 IL-10을 매개로 조절 역할을 하는 조절 세포의 
중요성과 더불어 궁극적으로 조절세포를 자가면역질환 환자에 적용 
하기 위한 많은 연구가 진행되고 있다. 사람의 말초혈액 내에 
존재하는 CD24hiCD27+(B10) B 세포는 기생충에 감염된 multiple 
sclerosis(MS) 환자에서 IL-10을 매개로 T 세포의 증식과 IFN-γ 
생산을 억제 함으로서 기생충에 감염된 증상을 완화시키는 것으로 
밝혀졌다(27). 또한 CD19+CD24hiCD38hi B 세포 역시 IL-10을 통해 
CD4
+
 T 세포의 IFN-γ, TNF-α의 생성을 억제할 수 있으나, 루푸스 
환자에서 CD19+CD24hiCD38hi B 세포 수가 상당히 늘어나 있음에도 
불구하고 STAT-3의 인산화관련 신호전달 분자의 이상으로 IL-10 
생성에 결함이 있다고 보고 되었다(22). 
Pre-naïve B 세포는 2009년도에 새롭게 정의된 B 세포로서 
(28), 사람의 말초혈액 내 transitional B 세포와 naïve B 세포 사이에 
존재하는 발달단계 상 중간단계의 세포로 밝혀졌다. Pre-naïve B 
세포는 말초혈액 내 CD19+ B 세포 중 약 7%, CD19+CD27- B 세포 
중에서 약 10%를 차지하고 있으며, transitional B 세포와 같이 CD5+ 
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를 발현하지만 생쥐의 counterpart에는 존재하지 않는 것이 
특징이다(29). 사람이 태아 상태일 때 말초혈액 내 대부분의 mature 
B 세포는 CD5를 발현하나(30), 성인이 되면서 11~49%로 그 빈도가 
줄어들어 전체 CD5+ 세포 중 transitional B 세포가 1~2%를 차지(31), 
나머지 CD5+의 대부분이 pre-naïve B 세포인 것으로 밝혀졌다. Pre-
naïve B 세포를 구별할 수 있는 가장 큰 marker는 CD38로 발달단계 
상 transitional B 세포가 CD38을 가장 높게 발현하며(CD38hi),  pre-
naïve B 세포가 중간수준의 CD38을 발현(CD38int),  naïve B 세포는 
CD38을 거의 발현하지 않는다(CD38-/+). 그 외에도 pre-naïve B 
세포는 CD9, CD10, R123 등의 발현이 낮은 naïve B 세포(CD9-CD10-
R123
-
)와 발현이 높은 transitional B 세포(CD9+CD10+R123+) 사이의 
중간 표현형을 보이고 있고(28), immature B 세포의 특징인 
세포사멸이 높은 것과, mature B 세포의 특징인 plasma 세포로 분화 
하여 항체를 생성하고, 다른 세포에게 항원을 제시하는 능력을 모두 
가지고 있는 것으로 보아 marker 뿐만 아니라 기능까지도 naïve B 
세포와 transitional B 세포의 중간단계 일 것으로 추정하고 있다(28).  







 B 세포는 표현형상으로 Lee 등이(28) 제시한 pre-
naïve B 세포(CD19+CD27-CD38Int)와 상당히 유사한 것으로 보여진다. 
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즉, 두 세포 모두 CD24+ 이면서 동시에 CD38의 발현 정도에만 약간 
차이가 있으며(22, 28), Blair 등이 제시한 CD19+CD24hiCD38hi B 
세포는 transitional B 세포와 일부 pre-naïve B 세포를 포함하고 있는 
것으로 보인다. CD19+CD24hiCD38hi B 세포는 IL-10을 생성하여, IL-
10을 매개로 CD4+ T 세포의 IFN-γ, TNF-α 생성을 억제하는 것이 
보고 되었다(22). 다른 논문에 의하면 사람의 말초혈액 내 CD5+ B 
세포들이 IL-10을 생성 한다고 밝혀졌으나(32), CD19+CD24hiCD38hi B 
세포가 pre-naïve B 세포와 같이 CD5+를 발현하는지는 확인된 바는 
없다(22). 따라서 이러한 보고로부터, pre-naïve B 세포 역시 IL-10을 
생성할 가능성이 있고, 조절 B 세포로서의 기능을 할 것이라는 
예측할 수 있지만, 구체적으로 밝혀진 바가 없다. 또한 SLE 
환자에서 pre-naïve B 세포 역시 상당수 증가되어 있는 것이 
밝혀졌지만(28), IL-10 생성이나 그 기능의 이상에 대해서 알려진 
바가 없다.  
 따라서 본 연구는 pre-naïve B 세포들이 단순히 발달단계상 
naïve B 세포와 transitional B 세포의 중간단계를 차지하는 것 이외에 
다른 기능을 갖는지를 알아보고자 하였다. 구체적으로 IL-10을 
생성함으로서 조절세포의 역할을 하는지를 CD4+ T 세포의 증식과 
cytokine 생성 조절과 관련하여 분석하였다. 또한 SLE 환자에서 pre-
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naïve B 세포의 IL-10 생성능력은 건강한 사람과 차이가 있는지 






실험 재료 및 방법 
 
1. 정상인과 루푸스 환자 모집 
정상인과 루푸스 환자의 시료는 이화여자대학교 
병원(승인번호, ECT 242-1-47), 서울대학교 병원(승인번호, H-C-1010-
041-335)의 기관윤리위원회(IRB)에서 연구계획서를 승인 받은 후, 
대상자들에게는 연구의 과정을 설명한 후 동의서를 받고 
말초혈액을 채취하여 진행되었다. 시료는 이화여자대학교 병원에서 
채취, 서울대학교 의과대학에서 실험을 수행하였고, 다양한 나이의 
성인 남녀 중 면역 억제제 또는 잠재적으로 면역기관에 영향을 
끼칠 수 있는 병을 가진 사람들은 연구에서 제외 되었으며 총 
23명의 건강한 사람과 6명의 루푸스 환자가 참여하였다. 건강한 
사람(평균 나이, 28세; 범위, 25-35세) 중 남성 11명, 여성 12명이 
참여하였으며, 루푸스 환자(평균 나이, 40세; 범위, 25-64세)는 모두 
여자가 참여하였다. 
 
2. 시약 및 세포 준비 
사람의 말초혈액에서 B 세포는 RosetteSep-Human B cell 
enrichment cocktail(StemCell Technologies, Vancouver, BC, Canada)을 
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제조회사의 사용법에 따라 negative selection 방법으로 분리하였다. B 
세포는 항-CD20(PerCP), CD27(FITC), CD38(PE-Cy7) 항체로 
염색하였다. 형광-결합된 항체는 모두 BD Bioscience사(San Diego, CA, 
USA) 제품을 사용하였으며, 타사 제품에 대해서만 따로 구입처를 
표시하였다. 표면항원의 발현에 따라서 CD20+CD27-CD38-/+(Naïve B 
세포), CD20+CD27-CD38Int(Pre-naïve B 세포), CD20+CD27+(Memory B 
세포) B 세포로 총 3 그룹을 BD FACS Aria(BD Immunocytometry, San 
Jose, CA, USA)를 이용하여 분리 하였다. 말초혈액 단핵구(peripheral 
blood mononuclear cells, PBMCs)는 Biocoll separating solution(Biochrom, 
Cambridge, UK)으로 분리하였으며, 항-CD4(APC-Cy7), CD25(PE) 
항체로 염색한 후 FACS Aria로 CD4+CD25- T 세포를 분리하였다. 
 
3. 세포 배양 
사람의 CD154(CD40L)를 발현하고 있는 생쥐의 
섬유아세포인 L 세포(CD154-L 세포, Prof. Rizgar A. Mageed, Queen 
Mary University of London, UK로부터 제공 받음)는 5 % fetal bovine 
serum(FBS), L-glutamine, penicillin 과 streptomycin이 포함된 complete 
DMEM(Life Technologies, Grand Island, NY, USA)으로 배양하였다. 
CD154 발현은 주기적으로 항-CD154(PE) 항체로 염색하여 flow 
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cytometry(BD LSRII, BD Immunocytometry)로 확인하였다. 사람 T 
세포와 B 세포는 10 % FBS, sodium pyruvate(Life Technologies), L-
glutamine, penicillin, streptomycin이 포함되어 있는 RPMI 1640(Life 
Technologies)로 96-well plates에 3 X 104 세포/200 μl의 밀도로 
배양하였다. 
B 세포의 CD40를 자극하기 위해서, CD154-L 세포를 96-well 
flat bottom plate에 18 시간 동안 배양한 후 60 Gy로 조사하였고,  
분리된 사람 B 세포를 1:10(CD154-L 세포:B 세포) 비율로 3 일 동안 
배양하였다.   
다른 실험을 위해서는 T 세포를 B 세포와 미리 배양된 
CD154-L 세포와 1:10:10(CD154-L 세포:B 세포:T 세포)의 비율로 5일 
동안 배양하였다. 
 
4. Cytokine 생성능력 측정 
세포내의 cytokine을 측정하기 위하여, 세포를 GolgiStop™ 
(monensin, BD Biosciences) 존재하에 50 ng/ml phorbol-12-myristate-13-
acetate(PMA, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)과 1 μg/ml 
ionomycin(Sigma-Aldrich)으로 전체 배양시간 중 마지막 6시간 동안 
자극을 주었다. 배양된 세포는 2% paraformaldehyde로 고정하고, BD 
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Perm/Wash™ buffer(BD Biosciences)로 permeabilization하여 항-
CD19(PE), IL-10(APC), IFN-γ(FITC) 항체 또는 isotype control 항체로 
염색하였다. 샘플은 BD LSRII flow cytometer를 이용하여 수집되었고, 
데이터는 FlowJo® 9.6 software(Tree Star, Ashland, OR, USA)를 이용하여 
분석하였다. 
또한 GolgiStop™ 존재하에 PMA와 ionomycin으로 자극을 
주기 전 배양액을 회수하여 배양액으로 분비한 IL-10, IFN-γ 그리고 
TNF-α를 효소면역측정법(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA, 
R&D systems, Minneapolis, MN, USA)을 이용하여 제조회사의 
사용법에 따라 수행하였다.  
 
5. 세포증식 측정 
FACS Aria로 분리한 effector T 세포(CD4+CD25-)를 3 μM 
carboxyfluoresceindiacetate(CFSE, Life Technologies)로 표지하였다. CFSE 
표지된 T 세포를 분리한 B 세포와 1:1의 비율로 96-well flat bottom 
plate에 미리 배양 되어있던 CD154-L 세포와 항-CD3(5 μg/ml), 항-
CD28(10 μg/ml)과 함께 5 일 동안 배양하였다. 샘플은 BD LSRII flow 
cytometer를 이용하여 수집되었고, 데이터는 CFSE가 염색된 





데이터는 평균 ± 표준오차(means ± standard error of mean, 
SEM)로 나타내었다. 통계 분석은 GraphPad Prism(GraphPad Software, 
La Jolla, CA, USA)을 이용하여 unpaired two-tailed student’s t test를 통해 











결   과 
 
 1. Pre-naïve B세포는 CD40 자극을 주었을 때 IL-10을 생성함  
pre-naïve B 세포는 CD5+CD38Int로 표현되는 특징을 
갖는다(28). 즉, 사람의 말초혈액 내 B 세포를 CD38의 발현에 따라 
발달단계 상으로 구분 가능하며(33), CD38hi는 transitional B 세포, 
CD38
Int는 pre-naïve B 세포, CD38lo인 naïve B 세포로 나눌 수 있다. 
이 조건으로 세포를 분리하여 실험에 사용하였고, 본 실험에서는 
pre-naïve B 세포(CD20+CD27-CD38Int)의 기능을 분석하기 위해서 
대조군으로 naïve B 세포(CD20+CD27-CD38lo), memory B 
세포(CD20+CD27+)를 사용하였다(Fig. 1). 
Gary-Gouy 등은(32) 사람의 말초혈액 내 CD5를 발현하는 B 
세포가 항-염증성 cytokine인 IL-10을 생성 한다고 보고하였기에, 
CD5를 발현하는 pre-naïve B 세포가(28) IL-10을 생성하는지 
분석하였다. 분리한 B 세포를 CD154-L 세포와 같이 배양히여 CD40 
자극 조건에서 세포 내 IL-10 생성양을 flow cytometry로 확인하였다. 
그 결과 pre-naïve B 세포(7.069 ± 2.996%)가 다른 naïve B 세포(2.489 ± 
0.555%, p<0.001)와 memory B 세포(1.428 ± 0.839%, p<0.001)에 비해 
의미있게 많은 IL-10을 발현하였다(Fig. 2A-B). 또한 배양액에 있는 
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IL-10 양을 ELISA로 확인한 결과, pre-naïve B 세포(45.40 ± 17.75 
ng/ml)가 naïve B 세포(25.20 ± 8.26 ng/ml, p<0.01)와, memory B 






Figure 1. Sorting scheme of pre-naïve B cells. 
B cells were enriched using RosetteSep-Human B cell enrichment 
cocktail from healthy peripheral blood. Enriched B cells were stained with 
anti-human CD20, CD27, and CD38 Abs and then sorted into naïve, pre-naive, 






Figure 2. IL-10-producing B cells are enriched within pre-naïve B cells 
population in healthy subjects. 
B cells were sorted into naïve, pre-naïve, and memory B cells from healthy 
subject. Sorted B cells were incubated for 72 hr with human CD154-
expressing L cells and then stimulated with PMA and ionomycin in the 
presence of GolgiStop™ for last 6 hr end of the culture. In order to stain the 
intracellular cytokine, cells were then stained with anti-human CD19, IL-10, 
and IFN-γ Abs. (A) Representative plot showing the frequency of IL-10-
producing cells by three B-cell subsets as indicated. (B) Bar graph is 
cumulative results from ten independent experiments (n=10) and indicate 
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means ± SEM percentages of IL-10+ cells for naïve, pre-naïve, and memory 
B cells. (C) Supernatants from different sorted B-cell subsets were measured 
by ELISA for IL-10 prior to stimulation with PMA and ionomycin. Data are 
the means ± SEM of ten experiments. p-values were obtained using 









2. Pre-naïve B 세포가 CD4+ T 세포의 증식 및 cytokine 을 억제함.  
Pre-naïve B 세포가 IL-10을 매개로 면역반응을 조절하는 
기능을 갖는지 확인하기 위해 다음 실험을 진행하였다. T 세포의 
증식을 CFSE 염색을 통해 flow cytometry로 확인한 결과, pre-naïve B 
세포와 배양한 T 세포(22.82 ± 20.39%)의 세포증식이 naïve B 
세포(증식된 세포 빈도, 50.71 ± 14.99%, p<0.01) 및 memory B 
세포(39.06 ± 13.47%, p=0.05)와 배양한 T 세포에 비해 세포증식이 
의미있게 억제되었다(Fig. 3A-B).  
B 세포와 T 세포를 5일 동안 배양한 배양액에서 TNF-α의 
분비도를 확인한 결과, pre-naïve B 세포와 배양한 T 세포(137 ± 215.3 
pg/ml)에서 naïve B 세포와 배양한 T 세포(801 ± 615.9 pg/ml, p<0.05) 
및 memory B 세포와 배양한 T 세포(874.1  ± 640.9 pg/ml, p<0.05)에 
비해 TNF-α 생성이 의미있게 감소하였다(Fig. 3C-D). 또한 IFN-γ의 
경우, pre-naïve B 세포와 배양한 T 세포(232.1 ± 517.2 pg/ml)에서 naïve 
B 세포와 배양한 T 세포(749.3 ± 903.3 pg/ml, p=0.213) 및 memory B 
세포와 배양한 T 세포(1,435 ± 1,625 pg/ml, p=0.087)에 비해 통계적인 







Figure 3. Pre-naïve B cells suppressed proliferation and cytokine 
production of CD4
+
 T cells. 
Human CD154-expressing L cells were irradiated (60Gy) and then 




 T cells and sorted B-cell 
subsets from healthy individuals at a ratio of 1:1 for 5 days in the presence of 
soluble anti-CD3 (5 μg/ml) and anti-CD28 (10 μg/ml) mAbs. (A) 







cells were co-cultured with B-cell subsets. (B) Bar graph shows cumulative 
data from ten independent experiments (n=10) as means ± SEM 
percentages. (C, D) The amounts of IFN-γ and TNF-α were measured by 
ELIA in the supernatants from the (B) and data represent the means ± SEM 
of seven experiments. p-values were obtained using unpaired two-tailed 











3. 루푸스 환자의 pre-naïve B 세포는 IL-10을 적게 생성함. 
정상인의 말초혈액에서 분리한 pre-naïve B 세포가 다른 B 
세포에 비해서 IL-10 생성이 높기에 루푸스 환자에서 분리한 pre-
naïve B 세포도 비교하고자 실험하였다. 루푸스 환자의 말초혈액에서 
분리한 각각의 B 세포 그룹이 생성하는 IL-10 양을 flow cytometry로 
확인한 결과, pre-naïve B 세포(1.918 ± 1.432%)의 IL-10 생성이 naïve B 
세포(1.188 ± 1.360%, p=0.387) 및 memory B 세포(0.812 ± 0.687%, 
p=0.119)와 비교하여 차이가 없었으며, 정상인의 pre-naïve B 세포에 
비하면 IL-10 발현이 상당히 미비 하였다(Fig. 4A-B). 배양액에 있는 
IL-10 양을 ELISA를 통해 확인한 결과에서도 pre-naïve B 세포(27.23 
± 18.72 pg/ml)의 배양액에서 IL-10 양은 naïve B 세포(17.67 ± 14.02 
pg/ml, p=0.340) 및 memory B 세포(16.45 ± 5.80 pg/ml, p=0.208)간에 







Figure 4. Pre-naïve B cells from SLE patients were defect in producing 
IL-10. 
Sorted B cells from patients with SLE were cultured with 60 Gy 
irradiated human CD154-expressing L cells at a ratio of 1:10 (L cells:B cells) 
for 72 hr. PMA, ionomycin and GolgiStop were added for last 6 hr end of the 
culture and then cells were stained with anti-CD19, IL-10, and IFN-γ mAbs. 
(A) Representative plot showing the frequency of IL-10
+
 B cells from each B-
cell subsets. (B) Cumulative results from six independent experiments. (C) 
The amount of IL-10 was measured by ELISA in the supernatants from 
different sorted B-cell subsets prior to stimulation with PMA and ionomycin. 
Data represent the means ± SEM. p-values were obtained using unpaired 
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지금까지 면역반응의 조절에 대한 연구는 주로 CD4+ 조절 
T 세포(CD4+ regulatory T, Treg)에 대해서 연구되었다(34, 35). 하지만 
최근 사람의 말초혈액에서 CD4+조절 T 세포 이외에 B 세포 또한 
면역 반응을 조절할 수 있다는 연구가 보고 되었다(21, 22). 생쥐와 
사람의 조절 B 세포는 IL-10을 매개로 면역반응을 조절하는 역할을 
하는 것으로 밝혀져 있고, 특히 사람의 말초혈액에서 발견된 기억 
세포의 한 부분에 속하는 CD24hiCD27+ B10 세포와 immature한 B 
세포인 CD19+CD24hiCD38hi B 세포가 항-염증성 cytokine 중 하나인 
IL-10을 매개로 CD4+ T 세포의 cytokine 생성을 억제함이 
밝혀졌다(21, 22). 또한 사람의 말초혈액 내 CpG 자극에 의해 IL-
10이 생성 가능한 B 세포 그룹이 있으며, 이 세포들은 CD4+ T 
세포의 증식까지도 억제한다는 현상을 보여 주고 있지만 정확히 
어느 세포가 이러한 일을 하는지는 밝혀져 있지 않다(36).  








int인 pre-naïve B 세포가 immature B 세포인 
동시에 IL-10 매개 하에 면역을 조절할 수 있는 조절 세포라는 것을 
시험관내 억제시험을 통해 그 근거를 제시하였다. 사람의 
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말초혈액에 있는 백혈구 중 약 20%가 CD19+ B 세포고, 이 CD19+ B 
세포 속에 pre-naïve B 세포는 약 7%를 차지하는 것으로 알려져 
있다(28). 이 pre-naïve B 세포는 B 세포 발달단계 상 존재하는 
세포인 동시에 CD40에 대한 자극을 주었을 때 naïve B 세포나 
memory B 세포에 비해 IL-10을 많이 생성하는 것을 확인 
함으로서(Fig. 2), 조절 B 세포의 기능을 가질 수 있고 CD4+ T세포의 
증식과 cytokine 생성을 조절하는 것을 확인하였다(Fig. 3).  
조절 B 세포의 다른 면역 조절 기전을 보면 그 매카니즘에 
있어 IL-10 이외에도 중요하게 작용하는 분자로 CD80, CD86이 있다. 
생쥐의 장내염증 TCRα KO 모델에서 B 세포의 면역억제 작용에 
CD86이 역할을 한다고 보고 되었고(37, 38), 조절 T 세포에서도 
CD80의 작용을 저해하면 면역억제 효능이 감소하는 것으로 알려져 
있다(37). 실제로 사람의 CD19+CD24hiCD38hi B 세포가 IL-10 매개 
하에 면역억제 기능을 하지만, CD80과 CD86에 대한 항체로 연구한 
결과 CD80과 CD86도 이 세포의 면역억제 작용을 매개하는 것으로 
밝혀졌다(22). 따라서 pre-naïve B 세포 역시 IL-10 뿐만 아니라 CD80, 
CD86 에 의해서도 면역 조절이 일어나는 것인지에 대한 추가 
기전연구가 필요하다.  
대표적 자가면역질환 중 하나인 루푸스는 B 세포가 
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생성하는 항체의 매개로 질병이 생기는 전신적 질환으로 
면역복합체(immune complex)가 장기에 침착되어 염증을 유발하고, 
궁극적으로 장기의 기능을 손상시킨다. 이는 B 세포의 비정상적 
활성화와 자가항체의 생성이 가장 큰 원인으로 알려져 있다(39). 
이러한 자가항원에 반응하는 비정상적인 B 세포는 여러 발달단계를 
거치면서 면역 관용기전에 의해서 제거되지만, 루푸스와 같은 
질환에서는 면역 관용기전이 정상적으로 작동하지 않아 자가항원에 
반응하는 autoreactive 한 B 세포가 제거되지 않기 때문에 질환을 
일으키는 것으로 추정되고 있다(40, 41). 흥미롭게도 루푸스 환자의 
말초혈액 내의 immature B 세포인 CD19+CD24hiCD38hi B 세포와 pre-
naïve B 세포 역시 수가 증가되어 있고(22, 28), CD19+CD24hiCD38hi B 
세포는 STAT-3의 인산화관련 신호전달 분자의 이상으로 건강한 
사람에 비해 IL-10을 거의 생성하지 못함이 밝혀졌다. 본 
연구에서도 루푸스 환자의 pre-naïve B 세포의 경우 IL-10 생성이 
정상에 비해서 떨어져 있기에 어떤 기전으로 IL-10 생성에 결함이 
있는지 향후 연구에서 그 기전을 밝히고자 한다.  
종합하면, 사람의 말초혈액 내 B 세포의 발달과정 중에 
있는 pre-naïve B 세포는 IL-10을 매개로 조절 세포로서의 역할을 
하는 세포임을 보였다. 하지만, 루푸스 환자의 pre-naïve B 세포는 
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정상인에 비해서 수는 증가된 반면 IL-10 발현이 저하됨을 
확인하였다. 따라서 면역억제 기능이 저하된 pre-naïve B 세포가    
루푸스의 발병에 중요한 역할을 할 것임을 시사한다. 면역관용에 
중요한 pre-naïve B 세포가 증가된 이유와 조절 B 세포로의 기능이 
저하된 기전을 밝힐 수 있다면 자가면역질환의 하나인 루푸스 
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A distinct pre-naïve B cell population circulating in human 
peripheral blood that exhibits an intermediate phenotype between transitional 
and naïve B cells has been known. However, their functions other than a 
developmental intermediate remain still elusive. Transitional 2-marignal zone 
precursor (T2-MZP) B cells in mice, which are at similar developmental stage 
as human pre-naïve B cells, have been demonstrated to exert 
immunosuppressive functions of IL-10 producing regulatory B cells (Bregs). 
This study was conducted to address the question that pre-naïve B cells have 
functional properties of Bregs by producing IL-10 and inhibition of T cell 
proliferation and cytokine production.  
As results, pre-naïve B cells preferentially produce IL-10 upon CD40 
engagement compared with naïve and memory B cells. In addition, pre-naïve 
B cells suppressed CD4
+
 T cell activation by inhibiting proliferation and 
cytokine production. However, pre-naïve B cells from systemic lupus 
erythematosus (lupus or SLE) patients were refractory to CD40 stimulation 
and defective in production of IL-10. Pre-naïve B cells are unique B cell 
population in human peripheral blood that may play a role of Breg cells. 
These cells may play an important role in maintaining self-tolerance in the 
38 
 
periphery. 
